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Verfahren zur Herstellung von Biopolymeren mit veranderten 

Eigenschaften 



Die vorliegende Erfindung betrifft ein Verfahren zur Erzeugung von 
Polynucleotidmolekulen mit veranderten Eigenschaften, sowie ein Kit enthaltend 
Instruktionen zur Durchfuhrung eines solchen Verfahrens. 



Biomolekule - und insbesondere Biopolymere wie Polynucleotide, Polypeptide, 
Polysaccharide etc. - sind nicht nur Grundlage des uns bekannten biologischen 
Lebens, sondern finden zunehmend auch in den verschiedensten technischen 
Anwendungsfeldern Verwendung. Die Suche nach neuen funktionalen Biomolekulen, 
ihre Isolierung bzw. Herstellung, sowie ihre technische Anwendung ist Gegenstand 
der modernen Biotechnologie. Neben das zufallige Auffinden von bislang 
unbekannten Biomolekulen mit gewunschten Eigenschaften in der Natur (vgl. 
Naturstoff-Screening) treten seit einiger Zeit Verfahren, die die Prinzipien der 
naturlichen Evolution im Labor nachvollziehen und so ganzlich neuartige Biomolekule 
mit bestimmten Eigenschaften generieren (WO 92/18645; Eigen und Rigler, Proc. 
Natl. Acad. Sci. USA 91 (1994), 5740; Koltermann und Kettling, Biophys. Chem. 66 
(1997), 159; Kettling et al., Current Topics in Microbiol. & Immunol. 243 (1999), 173). 
Diese als evolutive Biotechnologie, im englisch-amerikanischen Sprachraum auch als 
applied molecular evolution oder directed molecular evolution bezeichnete Technik 
greift die Erkenntnisse auf, die langjahrige theoretische und experimented 
Evolutionsforschung erbracht haben, und setzt sie zur gerichteten Evolution von 
Biomolekulen ein. 

Stark vereinfacht ausgedruckt erfolgt eine evolutive Generierung moiekularer 
Funktionen durch ein wechselseitiges Wirken von Variations- und 
Selektionsvorgangen auf Molekulpopulationen. Wahrend die Variation am 
informationsgehalt eines Biomolekuls ansetzt, erfolgt die Selektion anhand des 
molekularen Phanotyps. Information eines Polynucleotidmolekuls (Genotyp) 
bezeichnet dabei die sequentielle Abfolge von verschiedenen Monomeren in einem 
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Polynucleotidmolekul. Der Phanotyp eines Polynucleotidmolekuls bezeichnet die 
Summe der Funktionen und Eigenschaften eines Polynucleotidmolekuls sowie der 
durch ein Polynucleotid codierten Transitions- oder Translationsprodukte. Die 
Kopplung zwischen Sequenzinformation und selektierbarem Phanotyp kann dabei 
entweder durch amplifikationsgekoppelte Selektion (Kettling, Dissertation, 
G6ttingen/TU Braunschweig (1999)), durch Kompartimentierung und 
Funktionsanalyse, Screening genannt, (WO 92/18645; WO 99/34195) oder durch 
physikalische Kopplung zwischen Genotyp und Phanotyp sowie deren Selektion 
erreicht werden (DE 196 46 372; US 5,849,545; DE-A1 43 056 51 ). 
Entscheidend fur den Erfolg evolutiv-biotechnologischer Strategien ist die Art des 
Zusammenwirkens von Variations- und Selektionsprozessen. In der Natur wie im 
Labor hat sich - gemessen an der fur eine evolutive Generierung und Optimierung 
molekularer Funktionen benotigten Zeit - das Quasi-Spezies-Prinzip als 
erfolgreichste Strategie erwiesen. Als Quasi-Spezies wird dabei eine durch 
fehlerhafte Replikation entstehende, dynamische Population miteinander verwandter 
Molekulvarianten (Mutanten) bezeichnet. Es konnte gezeigt werden, daft 
entsprechend des Quasi-Spezies-Prinzips nicht der Wildtyp (Schwerpunkt der Quasi- 
Spezies), sondem die gesamte Verteilung Objekt der Selektion ist. Unter veranderten 
Selektionsbedingungen sind vorteilhafte Varianten in einer solchen 
Mutantenverteilung bereits entsprechend ihrem Fitnesswert enthalten und mussen 
nicht erst durch anschlieflende, zufallige Mutationen entstehen. Bei Verschiebung 
der Selektionsparameter gleicht die evolutive Generierung dann einer implizit 
gelenkten Drift der Quasi-Spezies entlang von Graten der Wertelandschaft. Die 
Herstellung von Quasi-Spezies und die Anwendung dieses Prinzips fur die evolutive 
Biotechnologie ist beschrieben in WO 92/18645. 

Grundlage fur die Erzeugung einer Quasi-Spezies ist eine fehlerhafte Replikation der 
Molekulvarianten. Bei Verwendung von Polynucleotiden erfolgt die Replikation 
bevorzugt mit Hilfe von Replikationsenzymen, d.h. Polymerasen, die die matrizen- 
gesteuerte Synthese eines Polynucleotidmolekuls ermoglichen. Die Einfuhrung von 
Fehlern, d.h. die Variation der Molekulinformation, kann durch den inharent 
fehlerhaften Kopierprozess allein, aber auch durch eine gezielte Erhohung der 
Ungenauigkeit der Polymerase (z.B. definiert ungleichgewichtige Zugabe der 
Monomere, Zugabe von Basenanaloga, fehlerhafte PCR, Polymerasen mit sehr 
hoher Fehlerrate), durch chemische Modifikation von Polynucleotiden nach erfolgter 



Kontrollierbarkeit der Reparaturprozesse. Weiterhin ist von entscheidendem Nachteil. 
dad in einem Reparaturschritt nur jeweils zwei Ausgangsmolekule miteinander 
rekombiniert werden konnen. 

Der vorliegenden Erf.ndung liegt somit die Aufgabe zugrunde, ein Verfahren zur 
Herstellung von Polynucleotiden mit veranderten Eigenschaften zur Verfugung zu 
stellen, das die oben beschriebenen Nachteile der bekannten Verfahren vermeidet 
und das eine effiziente Neukombination von Genotypen einer Quasi-Spezies von 
Polynucleotid-Molekulen erlaubt und das so zur Erzeugung veranderter Phanotypen 
fuhrt. 



Diese Aufgabe wird durch die Bereitstellung der in den Anspruchen dargestellten 
Ausfuhrungsformen gelost. 

Somit betrifft die vorliegende Erfindung ein Verfahren zur Erzeugung von 
Polynucleotidmolekulen mit veranderten Eigenschaften, wobei mindestens ein Zyklus 
umfassend die folgenden Schritte durchlaufen wird: 

(a) Bereitstellen einer Population einzelstrangiger Polynucleotidmolekule, wobei 
die einzelnen Polynucleotidmolekule dieser Population mindestens einen 
homologen Sequenzabschnitt und mindestens zwei heterologe 
Sequenzabschnitte besitzen und in der Population auch jeweils zu diesen 
Einzelstrangen vollstandig oder teilweise komplementare Strange enthalten 
sind; 

(b) Herstellung doppelstrangiger Polynucleotidmolekule aus der gemali Schritt (a) 
bereitgestellten Population einzelstrangiger Polynucleotidmolekule, umfassend 
Doppelstrange mit unterschiedlichen heterologen Sequenzabschnitten 
(Heteroduplices); 

(c) partieller exonucleolytischer Einzelstrangabbau der gemaft Schritt (b) 
hergestellten doppelstrangigen Polynucleotidmolekule; und 

(d) Template-gerichtete Einzelstrangsynthese ausgehend von abgebauten Enden 
des gemaG Schritt (c) hergestellten partiell abgebauten Doppelstranges, 

wobei die Schritte (c) und (d) nacheinander oder gleichzeitig ausgefuhrt werden 
konnen. 



Das Verfahren ist fur eine der weiter unten beschriebenen moglichen Varianten 
schematisch in Figur 1 dargestellt. 

Das erfindungsgemafte Verfahren erlaubt eine je nach Bedarf zufallige oder aber 
kontrollierte Neukombination heterologer Sequenzbereiche. Durch das Pr.nz.p des 
definiert-partiellen sequentielien einzelstrangigen Poiynucieotidabbaus von 
doppelstrangigen Heteroduplex-Polynucleotiden und des darauf folgenden 
semi-konservativen Wiederaufbaus von einzelstrangigen Polynucleotiden laKt d.ese 
Methode neben der voi.standigen auch eine regioselektive Rekombination von 
slogan Seauenzbereichen zu. Zudem ist die Rekombinationshauf.gkeit hoch 
und kann durch die Anzahl der Zyklen prazise eingestellt werden. Eine derart.ge 
Kontrolle der Rekombinationshauf.gkeit kann mit den bisher beschnebenen 

a Verfahren des DNA-Shufflings und des staggered extension process teilwe.se auch 
.rreicht werden. Das random priming bietet diese Moglichkeit nicht, das Reparatur- 
System kaum. Der staggered extension process hat jedoch wie das random pnm.ng 
den Nachteil des Hintergrunds von nicht rekombinierten Ausgangspolynucleot.den, 
da beide Methoden auf einer Amplication dieser Ausgangspolynucleof.de beruhen. 
Das DNA-Shuffling hat zwar einen reduzierten Hintergrund an 
Ausgangspolynucleotiden, erreicht dies jedoch durch Fragmentieren der 
Ausgangssequenzen, was experimente.l aufwendig ist. Weiterhin bietet es w,e das 
random priming und das Reparatur-System keine Moglichkeit einer regiose.ekt.ven 
Rekombination. 

Das erfindungsgemaae Verfahren zeichnet sich somit durch eine Kombination von 
^Vortenen aus, die so mit keinem der bisher beschriebenen Verfahren erreichbar ,st 
W (vgl. Tabelle 1). Der geringe experimentelle und zeitliche Aufwand der Methode und 

die Moglichkeit der Automatisierung sind weitere Vorzuge. 



Tabelle 1: Vergleich von verschied enen in vi t ro Rekombinationsmethoden 

Erfindung 
Ausfuhrungsform: 



Verschiedene in vtu 
Rekombinationsmethoden 



Vorteile: 



Hone Rekombinations- 
wahrscheiniichkeit 



Kontrolie der 
Rekombinationshaufigkeit 



regional-vollstandige 
Rekombination moglich 



regioseiektive 
Rekombination moglich 



Shuffling 



Rekombination der 
Ausgangspopulation 



Kein Fragmentieren der 
Misgangssequenzen 



geringer zeitiicher und 
experimentetler Aufwand 



automatisierbar 



Extension 



Priming 



+/- 



Repair 
System 



+/- 



+/- 



+/- 



+/- 



+/- 



Als Produkte eines einzelnen Zyklus nach dem erfindungsgematen Verfahren 
ergeben sich semikonsen/ative. einzelstrangige Polynucleotide, da em je nach 
AusfOhrung langerer Oder kurzerer Sequenzabschnitt am 3'- Oder 5'-Ende erhalten 
geblieben 1st, wahrend die restliche Sequenz am 3'- Oder 5'- E nde neu syn.het,s,ert 
wurde Die Wahrscheinlichkeit der Herstellung von einzelstrangigen 
semikonservativen Polynucleotiden in einem Zyklus ist fur eine der weiter unten 
beschriebenen Varianten des Verfahrens in Figur 2 dargestellt. Hierbei entstehen aus 
Heteroduplices mit zwei heterologen Sequenzbereichen neukombimerte 
semikonservative einzelstrangige Polynucleotide mit einer Wahrscheinlichkeit von 

50%. 

in einer bevorzug.en Ausfuhrungsform wird mehr als ein Zyklus umfassend die 
obengenannten Schritte (a) bis (d) durchlaufen, d.h. mindes.ens zwei, vorzugswe.se 
mindestens 5, besonders bevorzug, mindestens 10 und ganz besonders bevorzugt 

mindestens 20. 



Durch die zyklische Anwendung des erfindungsgemaBen Verfahrens lassen s,ch so 
aus einer Ausgangsverteilung ven»andter Polynucleotidsequenzen Polynucleotide 
mi, mehrfach neu kombinierten Sequenzbereichen herstellen. msbesondere erlaubt 
die zyklische Anwendung, mehrere verschiedene heterologe Sequenzabschn.tte 
mi.einander zu kombinieren. Weiternin kann durch die Anzahl der Zyklen d,e 
Rekombinationshauflgkei, pro Polynucleotidstrang exakt gesteuert werden. Be, 
zyklischer Anwendung laBt sich so auch der mittlere Abstahd zwisohen 
Neukombinationsereignissen von einem zum nachsten Zyklus steuern. 

,n einer bevorzugten Ausfuhrungsform wird die Abbaulange des exonucleolytischen 
Abbaus gemaB Sohritt (c) des erfindungsgemaBen Verfahrens mit zunehmender 
Zykluszahl stetig verkurzt. Dadurch wird die Neukombination im gesamten 
Asequenzbereich der gemaB Schritt (a) bereitgestellten Polynucleotide ermogl.cht. 

in einer weiteren bevorzugten Ausfuhrungsform wird nach einem, mehreren Oder 

alien Zyklen des erfindungsgemaBen Verfahrens ein Selektionsschritt ausgefuhrt. 

Dieser kann sich entweder auf den Genotyp Oder auf den Phanotyp Oder sowohl auf 

den Genotyp als auch auf den Phanotyp des Polynucleotids beziehen. 

Der Genotyp eines Polynucleotids ist dabei die sequentielle Abfolge von 

verschiedenen Monomeren in dem Polynucleotid. Der Phanotyp ist die Summe der 

Funktionen und Eigenschaften eines Polynucleotidmolekuls sowie der durch e,n 

Polynucleotid codierten Transkriptions- oder Translationsprodukte. 

Der Selektionsschritt kann dabei z.B. in Form von amplifikationsgekoppelter 

*<natOrlicher) Selektion, Selektion durch physikalische Separation oder Selektion 
durch Screening erfolgen (Koltermann und Kettling, Biophys. Chem. 66 (1997), 159, 
Kettling et al„ Current Topics in Microbiol, and Immunol. 243 (1999), 173, 
Koltermann, Dissertation, TU Berlin (1998). 

Bei der gemaB Schritt (a) des erfindungsgemaBen Verfahrens bereitgestellten 
Population aus einzelstrangigen Polynucleotidmolekulen kann es s.ch urn ,ede 
beliebige Population einzelstrangiger Polynucleotidmolekule handeln, die mindestens 
zwei Arten von Polynucleotidmolekulen umfaBt, wobei diese mindestens emen 
homoiogen Sequenzabschnitt und mindestens zwei heterologe Sequenzabsohn.tte 
umfassen Der Begriff "Population einzelstrangiger Polynucleotidmolekule" 



bezeichnet dabei eine Merge von Polynucleotidmolekulen, wobei intermolekularen 
Wechselwirkungen in Form von spezifischen Basenpaarungen zwischen den 
Molekulen verhinder, warden Oder nich, bestehen. Der Begriff -PCynucleoti e 
(Nucleinsauren, Oligonucleotide) umfaBt dabei sowohi DNA als auch RNA. 
Polynucleotide sind lineare, orientierte (5'-3'-Richtung) Heteropolymere, d,e 
einzelstrangig oder doppelstrangig vorliegen konnen. Im Doppels.rang sind zwe, 
Einzelstrange d U rch Wechselwirkungen in Form spezifischer Basenpaarung 
aneinander gebunden. Prinzipiell konnen die Polynucleotide auch DNA Oder RNA m,t 
modffizierten Monomeren sein. Generell lad. sich das Verfahren auch auf analog 
aufgebaute, artifizielle Polymere anwenden. 

Der Begriff "Homologe Abschnitte" bezeichnet Abschnitte, die auf zwei oder mehr 
Polynucleotidmolekulen identisch oder komplementar sind, d.h. an der 
entsprechenden Position die gleiche Information aufweisen. 

Der Begriff "Heterologe Abschnitte" bezeichnet Abschnitte, die auf zwei oder mehr 
Polynucleotidmolekulen nicht identisch bzw. nicht komplementar sind, d.h. an der 
entsprechenden Position eine voneinander abweichende Information aufweisen. 
information eines Polynucleotidmolekuls (Genotyp) bezeichnet dabei die sequent.elle 
Abfolge von verschiedenen Monomeren in einem Polynucleotidmolekul. E,n 
heterology Sequenzbereich ha, eine Lange von mindes.ens einem Nucleotid kann 
iedoch auch wesentlich langer sein. Insbesondere kann ein heterology 
Sequenzbereich eine Lange von zwei Nucleotides oder von drei Nucleotides 
beispielsweise ein Codon, sowie vorzugsweise von mehr als 5 Nucleot.den, 
besonders bevorzugt von mehr als 10 Nucleotiden aufweisen. Nach oben ,st der 
Lange eines heterologen Bereichs im Prinzip keine Grenze gesetzt. Allerdings soll.e 
ein heterology Bereich vorzugsweise nicht ianger als 10.000 Nucleotide, besonders 
bevorzugt nicht langer als 5.000 Nucleotide, insbesondere nicht langer als 2.000 
Nucleotide und ganz besonders bevorzugt nicht langer als 1.000 Nucleotide se,n. 
Derartige langere Sequenzabschnitte konnen beispielsweise die hypervanalen 
Bereiche einer einen Antikorper codierenden Sequenz sein, Domanen e.nes 
Proteins Gene in einem Gencluster, Bereiche eines Genoms etc. Vorzugswe.se 
nandelt es sich bei den heterologen Bereichen urn Sequenzbereiche in denen d,e 
Polynucleotidmolekule in einzelnen Basen voneinander abweichen. Heterologe 
Bereiche konnen iedoch auch darauf beruhen, da* in einem Polynucleotidmolekul 



eine Deletion, Duplika.ion, Insertion, Inversion, Addition oder ahnliches vorliegt Oder 

aufgetreten ist. 

Die gematt Schritt (a) des erfindungsgemaaen Verfahrens bere.tgestellten 
einzelstrangigen Polynucleotidmolekule weisen erfindungsgemaU mindestens e.nen 
homologen und mindestens zwei heterologe Sequenzbereiche auf. Vorzugswe.se 
weisen Sie jedoch eine Vielzahl homologer und heterology Abschnitte. Der Anzahl 
der homologen und heterologen Abschnitte ist nach oben prinzipiell keine Grenze 
gesetzt. 

Die heterologen Abschnitte in den einzelstrangigen Polynucleotidmolekulen werden 
dabei ieweils von homologen Abschnitten unterbrochen. Dabei haben die homologen 
Absohnitte eine Lange von vorzugsweise mindestens 5, bevorzugt von m.ndes.ens 
10 und besonders bevorzugt von mindestens 20 Nucleotides Wie die heterologen 
Abschnitte konnen aber auch die homologen Abschnitte wesentlich langer sein und 
eine obere Grenze fur ihre Lange gibt es im Prinzip nicht. Vorzugsweise sollten s,e 
nicht ISnger als 50,000 Nucleotide, bevorzugt nicht langer als 20.000 Nucleotide, 
besonders bevorzugt nicht langer als 10.000 Nucleotide und ganz besonders 
bevorzugt nicht langer als 1 .000 Nucleotide sein. 

Die Population einzelstrangiger Polynucleotidmolekule enthalt auch zu den jeweiligen 
Einzelstrangen vollstandig Oder teilweise komplemen.are Strange Komplementar 
heiRen dabei Abschnitte auf zwei oder mehr Polynucleotld-Molekulen, die aufgrund 
ihrer information zu einer auf diese Abschnitte begrenzten Doppelstrangbildung 
durch Wechselwirkung in Form von spez'rfischer Basenpaarung fuhren konnen. 

^ Das Bereitstellen einzelstrangiger Polynucleotidmolekule gemad Schritt (a) des 
erfindungsgemafien Verfahrens kann durch dem Fachmann bekannte Verfahren 
erfolgen Hierzu zahlen z.B. physikalische, chemische, biochemisohe und biologische 
Verfahren. Beispielhaft aufgezahlt seien dabei das Aufschmelzen von Polynucleofd- 
Doppelstrangen mittels Erhitzen auf Temperaturen oberhalb der 
Annealingtemperatur (Newton, in: PCR, Spektrum Akademischer Verlag (1994); 
Lazurkin Biopolymers 9 (1970), 1253-1306), die Denaturierung von Polynucleotid- 
Doppelstrangen mittels Zugabe von Denaturierungsreagenzien (Harnstoff, 
Detergenzien. etc.), die Zugabe von Enzymen, welche aus doppels.rang.gen 
Polynucleotiden einzelstrangige Polynucleotide machen, z.B. durch 



exonucleoly.ischen Abbau von doppelstrangiger DNA zu einzelstrangiger DNA Oder 
durch Synthese einzelstrangiger RNA mittels einer DNA-abhangigen RNA- 
Poiymerase mi. oder ohne reverser Transkriptase, die asymmetrische PGR (Newton, 
in- PGR Spektrum Akademischer Verlag (1994)), bei der durch Verwendung e.nes 
Uberschusses an einem der beiden Primer bevorzug, einer der be.den 
Produktstrange gebildet wird, die Zugabe von Proteinen oder Enzymen, welche 
doppelstrangige DNA-Molekule entwinden (Gyrasen, etc.), und von we.teren 
Proteinen Oder anderen Agenzien, die die entstehenden einzeistrangigen DNA- 
MolekOle stabiiisieren (Single strand binding-Protein, Dendrimere, etc.) und das 
Einfuqen der Sequenz in das Genom von Einzelstrang-Viren (M13. fd etc.) und 
anschlieaende Aufreinigung des einzeistrangigen Polynucleo.id-Genoms (Trower, 
Methods in Mol. Biol. 58 (1996), 363-366; Ausubel, Current Protocols in Molecular 
Biology Wiley (1987); Sambrook, Molecular Cloning, Cold Spring Harbor Laboratory 
Press '(1989)). Weitere Methoden, wie z.B. die chemisohe Synthese von 
einzeistrangigen Polynucleotidmolekulen, sind dem Fachmann gelaufg. 

,n einer besonders bevorzugten Ausfuhrungsform des erfindungsgemafien 
Verfahrens werden fur das Bereitstellen einer Population einzelstrangiger 
Polynucleotide mit homologen und heterologen Abschnitten (Schritt (a), F.gur 1) 
verwandte Polynuoleotid-Sequenzen aus der Mutantenverteilung einer Quas,- 
Spezies verwendet. Der Begriff "verwandf betrifft dabei Polynucleotide, d,e 
untereinander sowohl homologe als auch heterologe Abschnitte aufwe.sen. 
Als Quasi-Spezies wird dabei eine durch fehlerhafte Replikation entstehende, 
dynamische Population miteinander verwandter Molekulvarianten (Mutanten) 
bezeichnet. Es konnte gezeigt werden, daft entsprechend des Quasi-Spez.es- 
Prinzips nicht der Wildtyp (Schwerpunkt der Quasi-Spezies), sondem die gesamte 
Verteilung Objekt der Selektion ist. Unter veranderten Selektionsbedingungen s,nd 
vorteilhafte Varianten in einer solchen Mutantenverteilung bereits entsprechend 
ihrem Fitnesswert enthalten und mussen nicht erst durch anschliedende, zufall.ge 
Mutationen en.stehen. Bei sukzessiver Verschiebung der Selek.ionsparameter 
gleicht die evolutive Generierung dann einer implizit gelenkten Drift der Quasi- 
Spezies entlang von Graten der Wertelandsohaft. Die Herstellung von Quasi-Spez.es 
und die Anwendung dieses Prinzips fur die evolutive Bioteohnologie ist beschr.eben 
in WO 92/18645. 



Grundlage fur die Erzeugung einer Quasi-Spezies is, eine fehierhafte Rep.ka on der 
Molekulvarianten. Be, Ve^endung von Polynucleotiden erfolg, die Repl,kat,on 
bevorzugt mi. Hiife von Replikationsenzymen, d.h. Polymerases die die matnzen- 
gesteuerte Syn.hese eines Polynudeotidmolekuls ermoglichen. Die Einfuhrung von 
Fen ,ern dh die Variation der Molekulinformation, kann durch den .nharent 
fehlerhaften Kopierprozess allein, aber auch durch eine gezielte Erh5hung der 
Ungenauigkei, der Polymerase (z.B. definiert ungleichgewichtige Zugabe der 
Monomere, Zugabe von Basenanaloga, fehierhafte PGR, Po.ymerasen mrf sehr 
hoher Fehlerra.e), durch chemische Mediation von Polynucleotiden nach erfolgte 
Syn.hese durch die komplette Synthese von Polynucleotiden unter zummdest 
teilweisem Einsatz von Mcnomergemischen und/oder von Nucleotidanaloga, sow.e 
durch eine .Combination dieser Verfahren erreicht werden. Vorzugsweise werden 
Mutantenverteilungen einer Quasi-Spezies eingesetzt, wobei die einzelnen Mutanten 
d er Quasi-Spezies in ihren phanotypischen Eigenschaften einer gewunschten 
molekularen Function gegenuber dem Wildtyp bereits verbesser. sind. Der Begnff 
-Phanotyp eines Polynucleotidmolekuls" bezeichnet die Summe der Funktionen und 
Eigenschaften eines PolynucleotidmolekUls sowie der durch ein Po,ynudeo„d 
codierten Transkriptions- oder Translalionsprodukte. 

Daruber hlnaus konnen Sequenzeh unterschiedlichen Ursprungs Verwendung 
f,nden, u.a. Polynucieo.id-Sequenzen einer Gen.amilie aus un.erschiedl.chen 
Spezies, Polynucleotid-Sequenzen, die in-vivo (z.B. durch Viren, durch 
M u.a.orbak.erien, durch Bak.erien unter UV-Bestrahlung etc.) oder in-vitro (z.B. 
4» mittels Qp-Replikase-Reaklion, fehierhafte. PGR, etc.) mi. besonders hoher 
W Fehlerrate replizier, wurdeh, Polynucieo.id-Sequenzen, in die nach Syn.hese m.ttels 
chemischer Agenzien Mutationen eingefOhrt wurden oder die chemisch derar. 
synthetisier. wurden, da B sie homologe und heterologe Abschnitte aufweises oder 
Polynucleotid-Sequenzen, die durch eine Kombination vorgenann.er Verfahren 
erzeugt wurden. 

Prinzipiell. kann es sich bei den Polynucleotiden, die in dem erfindungsgemaKen 
Verfahren eingesetzt werden, urn beliebige Polynucleotide handeln, insbesondere 
urn DNA- Oder RNA-Molekule. Es konnen insbesondere in Schri« (b) des Verfahrens 
auch Doppelstrange erzeug, werden, die aus DNA- und RNA-Strangen bes.eheh 
(DNA/RNA-Hybride). 



Die Herstellung von doppelstrangigen Heteroduplex-Polynucleotiden 
(Heteroduplices) gema* Schritt (b) des erfindungsgemaflen Verfahrens w,rd 
vorzugsweise durch Hybridisierung der homologen Abschnitte der komplementaren 
Einzelstrang-Polynucleotide erreicht (Newton, in: PCR, Spektrum Akadem.scher 
Verlag (1994)). 

Der Begriff "Heteroduplices" bezeichnet dabei Polynucleotid-Doppelstrange m,t 
mindestens einem homologen und mindestens einem heterologen Abschnitt. Durch 
die Verwendung einer Population von Polynucleotid-Sequenzen mit heterologen 
Abschnitten entstehen Heteroduplex-Polynucleotide mit einer statist.schen 
Wahrschein.ichkeit, die den jewei.igen relativen Haufigkeiten von Sequenzvananten 
entspricht Wenn man z.B. von einer ideal durchmischten Population ausgeht, ,n der 
zwei heterologe Abschnitte in jeweils zwei verschiedenen Varianten zu gle.chen 
Teilen vorliegen, ergibt sich statistisch bei jedem zweiten doppe.strang.gen 
Polynucleotid ein Heteroduplex. Liegt die Anzah. von Varianten deutlich uber der 
relativen Haufigkeit einzelner Varianten, so ergeben sich fast aussch.ieKl.ch 
Heteroduplices. 

Die Hybridisierung komplementarer Einzelstrang-Polynucleotide zu Doppe.strang- 
Polynucleotiden erfolgt nach dem Fachmann bekannten Methoden. Insbesondere 
kann sie zB erreicht werden durch Zusammengeben der Einzelstrange und 
Einstellung von Reaktionsbedingungen, die das Annealing komplementarer 
Polynucleotide fordern, wie z.B. durch Absenken der Temperatur, Einstellen e.nes 
neutralen pH-Wertes und geringer Salzkonzentration etc. 

Durch den exonucleolytischen Einzelstrangabbau der Heteroduplex-Po.ynucleof.de 
gemali Schritt (c) des erfindungsgemalien Verfahrens werden die e.nzelnen 
Polynucleotid-Molekule, die nun Bestandteil eines Doppelstrangs sind, part.ell 
exonucleolytisch abgebaut. Wesentlich ist dabei, dad der exonucleolytische Abbau 
nur partiell erfolgt. Der exonucleo.ytische Abbau des doppelstrang-gen 
Polynucleotidmolekuls kann dabei in S^-Richtung oder in 5'-3'-Richtung oder 
sowohl in 3--5 1 - als auch in 5'-3'-Richtung erfolgen. Ferner kann der Abbau von 
langeren ungepaarten einzelstrangigen Bereichen aus heterologen Abschnitten der 
Polynucleotidmolekule exonucleolytisch durch Zugabe einze.strang-spezif.scher 
Exonucleasen jeweils in 5'-3'- als auch in 3'-5'-Richtung erfolgen. Somit entstehen 
doppelstrangige Polynucleotide mit einzelstrangigen Abschnitten. Die mittlere Lange 




und zugehorige Verteilung des Einzelstrangabbaus in 3'-5'- Oder 5'-3'-Richtung kann 
u ber die Reaktionsbedingungen und die Reaktionszeit des exonucieolytischen 
Abbaus gesteuert werden. Bei regioselektiven Rekombinationsereignissen ,st em 
moglichst gleichzeitiger Start und gleichzeitiger Stop der Abbaureaktionen 
gewunscht. wohingegen bei vollstandiger Rekombination Start und Stop der 
Abbaureaktionen zeitlich verzogert erfolgen kann. Ferner kann ein sta.istischer 
Einzelstrangabbau durch den Einbau von Thiodiester ans.elle von Phosphodiester 
bei der Synthese der einzelstrangigen Polynucleotide erreicht werden, wobe, der 
exonucleolytische Abbau des Einzelstrangs am jeweils ersten Thiodiester abbncht. 

Es ist eine Vielzahl von Exonucleasen, die einen 3'- oder 5'-exonucleolytischen 
Abbau erlauben, bekannt. So wurden bereits Anfang der 70'er Jahre verschiedene 
Exonucleasen isoliert und beschrieben (Lehmann, in: The Enzymes, Boyer (Ed), 
Academic Press (1971), 251-270). Gegenwartig ist eine grolie Vielzahl von 
unterschiedlichen Exonucleasen aus verschiedensten Organismen und m,t 
unterschiedlichen Funktionen charakterisier. (Koonin, Curr. Biol. 7 (1997), R 604-6). 
Generell sind Exonucleasen in eine Vielzahl von verschiedenen zellularen Prozessen 
involviert Versohiedenste exonucleolytische Aktivitaten wurden in der Fachhteratur 
beschrieben, wie der nucleolytische Abbau von einzelstrangiger DNA Oder RNA, 
sowohl vom 3'- zum 5<-Ende des Polynucleotids als auch in umgekehrter R,chtung. 
Auch Einzelstrange in doppelstrSngige DNA kbnnen durch Exonucleasen sowohl 
vom 3<- zum S'-Ende des Polynucleotids als auch in umgekehrter Richtung abgebaut 
werden Selbst ein exonucleolytischer Abbau einer doppelstrangigen DNA, also der 
simultane Abbau der 5'- und der 3'-Enden an einem doppelstrangigen Ende wurde 
beschrieben. 

Einige dieser Enzyme sind bereits kommerziell erhaltlich. Als Beispiel fur d,e Klasse 
der exonucieolytischen Enzyme sei hier stellvertretend fOr eine Vielzahl von 
Exonucleasen die Exonuclease 111 (Exolll) (E.C.3.1.11.2) genannt. Exolll w,rd z. B. 
von den Anbietern USB, Roche Molecular Biochemicals, Stratagen, New England 
Biolabs kommerziell vertrieben. Exolll aus E. ccli besitzt verschiedene Aktivitaten. 
Das Enzym ist nicht-prozessiv und hat eine spezifische 3'-5'-exonucleoly1ische 
Aktivitat an DNA-Doppelstrangen, eine DNA-3vPhosphatase-Aktivitat sow.e e.ne 
endonucleolytische Aktivitat an apurinischen Stellen in DNA. Exolll baut 
vorzugsweise 3'-Enden in DNA-Doppelstrangen ab, wohingegen uberhangende 3- 




Enden nicht abgebaut werden. Einen Uberblick uber Isolierung und 
Charakterisierung der Exolll geben z.B. Rogers und Weiss (Gene 11 (1980), 187- 
195) Rogers und Weiss (Methods Enzymol. 65 (1980). 201-211, Sambrook (loc. 
cit) Henikoff (Gene 28 (1984), 351-359), Ljunquist et al. (J. Bacterid. 126 (1976), 
646-653), Vandeyar et al. (Gene 65 (1988), 129-133) und Quo und Wu (Nucl. Adds. 
Res 10 (1982), 2065-2084). Auch verschiedenste technische Anwendungen der 
Exolll sind dem Fachmann bekannt, wie in der Herstellung von einzelstrangigen 
Templates fur Markierungsverfahren (James und Leffak (Anal. Biochem. 141 (1984), 
33-37)) und verschiedenen Sequenzierverfahren (Smith (Nucl. Acids Res. 6 (1979), 
831-848) Guo und Wu (Methods Enzymol. 100 (1983), 60-96) und Hoheisel und 
Pohl (J Mol. Biol. 193 (1987), 447-464)) und in der Herstellung von DNA- 
Fragmenten durch eingebaute a-Thiophosphatnucleotide in DNA und deren 
terminierten Abbau durch Exolll fur Sequenzierreaktionen (Putney er al. (Proc. Nal. 
Acad Sci. USA 78 (1981), 7350-7354) und Labeit er al. (DNA 5 (1986), 173-177)). 
Die Einfuhrung von Einzelstrangbereichen in doppelstrangiger DNA und deren 
Behandlung mil Mutagenen (Shortle und Nahtans (Proc. Natl. Acad. Sci. USA 75 

(1978) 2170-2174)) oder die Hybridisierung mit fehlerhaften Oligonucleot.den 
(Nakamaye und Eckstein (Nucl. Acids Res. 14 (1986), 9679-9698)) fuhrt zu 
mutagenisierten Bereichen in spezifischen Regionen. Viele weitere techn.sche 
Anwendungen der Exolll zur Modifizierung von DNA sind in der Fachl.teratur 
beschrieben (Masamune et al. (J- Biol. Chem. 246 (1971), 2680-2691), Luckow et al. 
(Nucl Acids Res. 15 (1987), 417-429), Roberts et al. (Proc. Natl. Acad. Sci. USA 76 

(1979) 760-764), Sakonju et al. (Cell 19 (1980), 13-25), Peters und Baume.ster (J. 
Bacteriol. 167 (1986), 1048-1054), Garon et al. (Proc. Natl. Acad. Sci. USA 72 
(1975) 3039-3043), Riley und Weintraub (Cell 13 (1978), 281-293), Wu (Nature 371 
(1985) 84-87), Henikoff (loc. cit.), Hoheisel und Pohl (Nucl. Acids Res. 14 (1986), 
3605) und Henikoff (Nucl. Acids Res. 18 (1990), 2961-2966)). Kommerziell erhaltl.cn 
sind auch die Exonucleasen DNA-Polymerase-lll-Untereinheit-Epsilon aus E. col. m.t 
3<-5'-exonuc.eolytischer Aktivitat (Krutyakov (Mol. Biol. 32 (1998), 197-199)), 
Lambda-Exonuciease von New England Biolabs aus dem Coliphagen Lambda m.t 
Lambda-5'-3'-exonucleolytischer Aktivitat an doppelstrangiger 5'-phosphoryl.erter 
DNA wobei nicht-phosphorylierte 5'-Enden in Doppelstrangen sowie einzelstrang.ge 
DNA mit stark verminderter Aktivitat ebenfalls abgebaut werden. Lambda- 
Exonuclease zeigt keine Aktivitat an Nicks oder einzelstrangigen Bereichen .n 



doppelstrangiger DNA (Little (Gene Amplification & Analysis 2 (1981), 135-145)). 
Bal31 Nuclease von USB, New England Biolabs und Quantum Biotechnolog.es w.rd 
aUS dem Kulturmedium von Alteromonas espejiana Bal31 hergestellt. Bal31 baut 
doppelstrangige DNA sowohl von den 5'- als auch von den 3'-Enden ab und bes.tzt 
zusatzlich eine endonucleolytische Aktivitat an einzelstrangiger DNA (Gray et al. 
(Nucl Acids Res. 2 (1975), 1459-1492), Legerski et al. (Nucl. Acids Res. 5 (1978), 
1445-1464) Wei et al. (J- Biol. Chem. 258 (1983), 13506-13512), Sambrook (loc. 
cit) Bencen et al. (J- Biol. Chem. 259 (1984), 13584-13589), Hauser & Gray 
(Genetic Analysis, Techniques & Applications 8 (1991), 139-147) und Zhen et al. 
(Biochemistry 25 (1986), 6598-6603)). Exonuclease I (Exol) wird von USB 
kommerziell vertrieben und stammt aus E. coli. Exol degradiert spez.f.sch 
einze.strangige DNA prozessiv in 3'-5--Richtung (Brody et al. (J. Biol. Chem. 261 
(1986) 7136-7143), Brody und Doherty (Biochemestry 24 (1985), 2072-2076), 
Phillips und Kushner (J. Biol. Chem 262 (1987), 455-459), Prasher et al. (J. Biol 
Chem 258 (1983), 6340-6343), Prasher et al. (J. Bacterid. 153 (1983), 903-908) und 
Ray et al (J Biol. Chem. 249 (1974), 5379-5381)). Weitere kommerziell erhaltl.che 
Exonucteasen sind Exonuclease V (EC 1.3.1.11.5) von USB aus Micrococcus luteus 
(ATCC 4698), Exonuclease VII von USB aus E. coli, T7-5'-Exonuclease, Gene 6 von 
USB aus dem Bakteriophagen T7 und die T5-5'-Exonuclease aus dem 
Bakteriophagen T5 (Sayers und Eckstein (J. Bio.. Chem. 265 (1990), 18311-18317), 
Garforth et al. (Proc. Natl. Acad. Sci. USA 96 (1999), 38-49) und Mover und Rothe 
(J. Virol. 24 (1977), 177-193)). 

Eine Vielzahl von nicht-kommerziellen aber dem Fachmann durch 
Standardmethoden der Biochemie und Molekularbiologie zugangliche Exonucteasen 
sind in der Fachliteratur beschrieben, wie beispielsweise die 3'-5'-Exonucleasen 
YNT20 aus Saccharomyces cerevisiae (Hanekamp und Thorsness (Current Genetics 
34 (1999) 438-448)), humane WNR (Kamath-Loeb et al. (J- Biol. Chem. 273 (1998), 
34145-34150), Huang et al. (Nat. Genet. 20 (1998), 114-116)), P 53 aus 
verschiedenen Organismen (Mummenbrauer et al. (Cell 85 (1996), 1089-1099), 
(Janus et al. (Mol. Cell. Biol. 19 (1999), 2155-2168)), 3'-5'-Exonuclease aus B- 
Lymphozyten (Kenter und Tredup (Mol. Cell. Biol. 11 (1991), 4398-4404)), TREX1 
und TREX2 aus Saugern (Mazur und Perrino (J. Biol. Chem. 274 (1999), 19655- 
19660)), humane Mre 11 (Paul, et al. (Molecular Cell 1 (1998), 969-979)), 3"-5'- 
Exonuclease aus humanen Mye.oblasten (Perrino et al. (J. Biol. Chem 269 (1994), 




16357-16363)), 3>-5-Exonuk,ease aus dem Cytosol von humanen aku, 
ly mphob,as.,scher Uukemie H9 Zeilen (Skalski et al. (Biochemica, Pharmacology 50 
,1995) 815-821)) unci humanes VDJP (Zhu und Halligan (Biochem. Biophys. Res. 
Common. 259 (1999), 262-270)). Auch eine V.elzahl von 5'-3'-Exonucleasen sind ,n 
d er Fachliteratur beschrieben und dem Fachmann duroh Standardme.hoden der 
Biochemie und MoiekuiarbiCogie zuganglich, wie beispieisweise aus 
humanen Razenta Nuclei (Pedrini und Grossman (J- Bio!. Chen, 258 (1983 , 1536- 
15 43» 5'-3'-Exonuclease aus dem Bakteriophagen N4 (Guinta et al. (J. Eta*. Chem. 
261 (1986) 10736-10743)), Exonuclease V aus Zellkemen von Saccharomyoes 
cerevisiae (Burgers e, a,. (X Biol. Chem. 263 (1988), 8099 - 8105 » a ^ nU ;'! 7 aS 9 e 3 ^ 
Kalberthymus (Siega, et al. (Proc. Na„. Aoad. Sci. USA 89 (1992), 9 77-9381), 
Murante et al. (J. Bio.. Chem. 269 (1994), 1191-1196)), 5'-3'-Exonuc,ease aus 
Ze„kernex«rak,en (Exo,) von Saccharomyoes cerevisiae (Huang und Sym.ng on (Mol. 
Cell B,oi. 13 (1993). 3125-3134; Pioren.ini e* a,. (Mo.. Cel.. Bio,. 17 (1997), 2764 
2773)) RAD2 und RTH1 aus Saccharomyoes cerevisiae sowie das humane XPG 
Homolog (Habroken e, a.. (J. Bio,. Chem. 269 (1994), 31342-31345), Sommers et a,. 
,j Bio, Chem. 270 (1995), 4193-4196)), virale Polymerase-assoznerte 
Exonudeasen (Sayers (Methods Enzymo,. 275 (1996), 227-238)), T4-RNase H aus 
dem Bakteriophagen T4 (Mueser et ai. (Cei, 85 (1996), 

Werner-Syndrom-He,ikase (Suzuki e, a,. (Nud. Acids Res. 27 (1999), 236 -236 ». 
Ferner konnen auch die welter un.en beschriebenen exonudeolytischen Akt,v,ta.en 

von Polymerasen verwendet werden. 

,n einer bevorzugten Ausfuhrungsform des erf.ndungsgematten Verfahrens erfolgt 
der exonucleolytische Einzeistrangabbau der doppelstrSng.gen Polynucieofde 
gemali Schritt (c) des erfindungsgemaften Verfahrens in 3'-5'-R.chtung. 
in einer besonders bevorzugten Ausfuhrungsform (Ausfuhrungsform A; siehe F.gur 3, 
erster Zykius) wird ein Strang des Doppelstrangs vor dem exonudeolytischen Abbau 
geschutzt. so daft in dieser Ausfuhrungsform nur einer der beiden 
Poiynucleotidstrange dem exonudeolytischen Verdau exponiert ist, wahren der 
komplementsre Strang als Matrize bei der template-gerich.e.en Einzelstrangsynthese 
gemaR. Schritt (c) dient. 



,„ e,ner wei.eren bevorzugten Ausfuhrungstorm werden beide Polynucleotide 
dem exonucieolylischen Verdau gleichermaten ausgesetzt (Aus.Chrungsform B, 
Figu r 4 erster Zyk.us). so da* beide Strange mi. einem Teil der Sequel als Matrrze 
dle nen, wahrend der andere Tei, der Sequenz eine semikonservat.ve 
Einzelstrangsynthese durchlauft. 

Der exonudeolytische Abbau von einzelstrangigen Polynucieotiden in den gerna. 
Schritt ,=) herges.ellten He.eroduplex-Polynucleo.iden kann nach dem Fachrnann 
bekannten Methoden erfolgen und is, beispieisweise beschrieben in Ross (Method. 
17 11999) 52-59); Hoheise! (Anal. Bioohem. 209 (1993), 238-246) und Ausubel 
(Current Protocols in Molecular Biology; Wiley (1987)). Insbesondere kommen oaoe, 
chemische Oder biochemische Verfahren in Frage. Vorzugsweise erfolgt e.n 
exonucleoiytischer Abbau biochemisch mitte.s Enzymen mit entspreohender, 
spez,fischer Aktivitat, z.B. ein 3-exonucieolytischer Abbau durch Verwendung der 
Exonuclease III aus E. coU. Ober die Reaktionsbedingungen und die Reakfonsze, 
«, den partiellen Abbau kann die Lange des Abbaus und damit die Regiose,ek«,v,.a. 
der Neukomb,na.ion im entscheidenden Ma. beeinfluat werden. Die Reakt,on kann 
zB duroh Wechsel der Pufferbedingungen, durch einen Temperatu™echsel, durch 
Zugabe eines Cofak.ors, vorzugsweise jedoch durch Zugabe der Exonuclease 
gestartet und z.B. durch Wechsel der Pufferbedingungen, durch Zugabe e.nes 
Lbitors, durch Zugabe einer Protease, durch Temperaturerniedngung, 
vorzugsweise jedoch durch TemperaturerhShung (z.B. 
Exonuclease III bei 62 X) ges.oppt werden. Die Abbaurate der Exonuclease hang, 
im wesen.lichen von den Reaktionsbedingungen ab und kann ebenfalis uber e.nen 
wei.en Bereioh eingesteilt werden. Bei einer Abbaurate z.B. der Exonuclease I U von 
400 Nucleotiden pro Minute un.er Standardreaktionsbedingungen kann der Bere.ch 
durch Wahl der mkubationszeit z.B. mit einer Genauigkei, im Bereich von 20 - 30 nt 
eingesteilt werden. Die Einstel.ung der verschiedenen Bedingungen, urn den 
exonucieolytischen Abbau zu steuern. gehort zum allgemeinen Fachwissen des 

Fachmanns. . , 

Alternate kann die 3'-5'-exonucleolytische Aktivitat auch durch die ,n Schntt (d) 
verwendete Poiymerase berei.ges.ell. werden, insofern diese uber e,ne 
entsprechende Exonuclease-Funktion verfugt. 



Fur die in Figur 3 dargestellte Ausfuhrungsform A bei der ein Strang vor dem 3'- 
exonucleolytischen Abbau geschutzt wird, konnen die 3'-Enden auf verschiedene 
Arten gegen einen exonucleolytischen Abbau geschutzt werden, beispielswe.se 
durch das Einfuhren eines Thioesters anstelle eines Phosphodiesters am 3'-Ende 
des Phospho-Ribose-Ruckgrates. Dabei kann bei beidseitiger Thioester-Modifikat.on 
durch vorheriges Einfugen einer singularen Restriktionsschnittste.le in die Sequenz 
und anschliefiendes Schneiden mit dem Restriktionsenzym einer der be,den Strange 
selektiv geschutzt werden (Ausfuhrungsform A-1). Ferner kann ein Strang durch das 
Vorlegen eines der beiden Strange als zirkularer Einzelstrang (z.B. durch 
Verwendung von viralem Einzelstrang-Genom, Ausfuhrungsform A-2) oder durch 
Erzeugen eines einzelstrangigen S'-Uberhang von mehr als 4 Basen (u.a. mOgl.cn be, 
Verwendung Exonuclease III, Ausfuhrungsform A-3) geschutzt werden. Aufierdem 
konnen die beiden Enden auf einer Seite des Doppe.strangs durch Anfugen e.nes 
zirkularen Einzelstrangs per Ligase kovalent miteinander verknupft werden 
(Ausfuhrungsform A-4). 

in einer weiteren bevorzugten Ausfuhrungsform des erfindungsgemaften Verfahrens 
werden ungepaarte Teilbereiche der Heteroduplices im Schritt (c) mittels e.ner 
einzelstrangspezifischen Exonuclease exonucleolytisch abgebaut, z.B. in 3-5- 
Richtung durch Exonuclease I aus E. coli 

In einer anderen Variante des erfindungsgemaden Verfahrens erfolgt der 
exonucleolytische Einzelstrangabbau der doppelstrangigen Polynucleotidmo.ekule 
gemaa Schritt (c) in 5'-3'-Richtung. Vorzugsweise wird dabei die T7-Exonuclease 
Gen 6 aus dem Bakteriophagen T7 verwendet. 

In einer bevorzugten Ausfuhrungsform werden ferner ungepaarte Teilbereiche der 
Heteroduplices exonucleolytisch abgebaut un S'-S'-Richtung, z.B. mrttels der 
Exonuclease VI. aus E. coli. Ferner wird vorzugsweise ein 5'-Ende des Polynuc.eofd- 
Doppelstranges derart modifiziert, da. es vor dem S'-exonucleo.ytischen 
Einzelstrangabbau geschutzt ist. 

in einer weiteren bevorzugten Ausfuhrungsform des erfindungsgemSRen Verfahrens 
erfolgt vor dem exonucleolytischen Einzelstrangabbau gemali Schntt (c) des 




erf^dungsgem^en Verfahrens e,n E.nfOgen von E.nzei.rangbr^ hen ,n * 
doppeistrangigen Polynudeotidmolekuie (Ausfuhrungsform C, F,gur 5, Erster ZyklusV 
^Irfol* vorzugsweise in, Mine, ein ode, weniger als ein Einzeistrangbruch pro 
doppeistrangigen, Polynucleotidmolekul. 

Dahei kSnnen die EinzelstrangbrOche z.B. durch seguenzspez.scHe N ck, 
Enzyme eingetOg. werde, Beispieie hierf.r sind die Nicking-Enzyme VBch 
Bacillus chitinosporus, N.BstNBl aus Baciilus stearomermoph us, N.B.SE 
Bacillus stearothermophilus, N.CviPII aus Chlore.la stra.n NC64A, N.CviQXI aus 
cnt e a strain NC64A, V.EooDcm aus E. coli, V.Hpa,, aus Haemoph.us 
"eL V. N eal aus Hocardia aerocoionigenes und V.Xor,, aus Xan.homonas 

Zativ Kdnnen die EinzelstrangbrOche in die doppeistrangigen 
plucieotid.Cekaie aucn durch seguenzunspezifische Nicking-Enzyme e.ngefug 
W e den Mdglich ist dabei z.B. die Verwendung von DHase I aus K^rp«*~. n, 
I? a,s Co.ao.or (Kunitz, , Genetic Physiology 33 (1950). 

Physioiogy 33 (1950), 363. und Melgac und Goldthwaite, J- B.olog. Chem. 243 
(1968), 4409). 

in einer weiteren bevorzug.en Austohrungsform erfoig. in den, Fa„ des Ein.Ogens von 
EinTeLangbrOchen anschlieAend ein exonucleolytischer Einzelstrangabbau gema* 
S b* ( o) des Verfahrens in 5^-P.ichtung, beginnend an den Einzelstrangbruche. 
pi kann wiederum z.B. die T7-Exonuc,ease Gen 6 aus den, Baktenophagen TT 

verwendet werden. Tsilbereiche der Heteroduplices 

Vorzugsweise werden weiterhm ungepaarte Teilbere.che 
exonucleolytisch durch Exonuclease VII aus E. coli abgebaut. 

,„ einer anderen bevorzugten Ausfuhrungsform des erfindungsgematen Verfahrens 
I in den, Pal, des Ein.Ogens von BnzeistrangbrOchen anschlieaend e n 
exonucleolytischer Einze.strangabbau gemaft Schrit, (o, des Verfahrens ,n 3-5- 
*Ing beginnend an den EinzeistrangbrOche, HierfOr wird vorzugswe.se d,e 
Fvnnuclease III aus E. coli ven/vendet. 

V CwLe werden weiterhin ungepaarte Teiibereiche der Heteroduplices 
Ilnulolytiscb in ,-,-Rich,un g , z.B. durch Exonudease I aus E. coli abgebau, 




, n einer weiteren ^ Ausfuhrungsform des ~ 
erfoigt in dem Fa,> des Einfugens von Bnzelstrangbruch ^ Wl ^ 
exonucieolytischer Einzelstrangabbau gem,. Schritt (c) sowoh, ,n 5-3- as auch n 
^■Richtung beginnend an den EinzelstrangbrUche, Hierf 0 r 
nhPn oenannten Enzyme verwendet werden. Vorzugsweise wird d,e Bal31-Nuclease 
d rniedl von Aiteromonas esp.iana «1 verwende. Per— 
^ugsweise ungepaa rt e Teiibereiche der Heterodupiices exonucleoiyt.sch durch 
Exonuclease VII aus E. coli abgebaut. 

,„ weiteren bevorzugten Ausfuhrungsform des erHndungsgemaKen Verfahrens 

:j f ;den 5 — 

Verfahrens, insbesondere nach Emtugung 
Polymerase mil 5'-exonucleolytischer AMivitat verwendet. 

Die semiKonservative Synthase der Poiynucieotide gem,, «W £ 
e.ndungsgem^en Verfahrens erfolgt — — 

3, bz w. ,Endes ^^2^^""^ 

dle Synthase eines Polynucieotids durch Veriangerung e.nes ex,s erenden 
E-LlLngs anhand der Information eines en.spreobenden Matntzenstrang, 
Je nach AusfOhrung wird nor einer der beiden Strange (z.B. codogener Oder 

dem 5'-bzw. 3'-Ende a.s Template und werden gleichze.Ug am 3- bzw. ^nde neu 
letisiert (AusfOhrungsform B). Bel der Ausfuhrungsform B *n- 
., ^vnthese der Polynucleotide eine einmal.ge Synthese aer 

zr^Tp^- — ■ — — ^: " 

N eu ombination des nicb, abgebauten Konservativen Seguenzbere **» Js eh F,gu 
4) Die DurchfOhrung der template-gerichteten Polymeris.erung ,s, dem , Fachm nn 
geisufg und ist z.B. beschrieben in SambrooK (Molecuiar Clon.ng, Co,d 8pnn» 
Harbor Laboratory Press (1989)) Oder Ausubel (loc. cit.). 

e Po,yme— on *an„ ein beiiebiges Enzym mit — gesteuer, 
Polynucieotid-Poiymerisations-AKtivitS. eingesetz, werden, das ^ ^ 5 
Polynucleotidase ausgehend vom 3'- Oder ,-Ende aus zu poiymens.eren. 






Vielzahl an Polymerasen aus verschiedensten Organismen und mit unterschiedl.chen 
Funktionen warden bereits isoliert und beschrieben. In Bezug auf die Art von Matnze 
und synthetisiertem Polynucieotid werden DNA-abhangige DNA-Polymerasen, RNA- 
abhangige DNA-Polymerasen (Reverse Transkriptasen), DNA-abhangige RNA- 
Polymerasen und RNA-abhangige RNA-Polymerasen (Replikasen) untersch,eden. In 
Bezug auf die Temperaturstabilitat werden nicht thermostabile (37°C) und 
thermostabile Polymerasen (75 - 95°C) unterschieden. Weiterhin unterscheiden sich 
Polymerasen in Bezug auf das Vorhandensein von 5'-3'- und 3'-5'-exonucleolytischer 
Aktivitat. DNA-abhangige DNA-Polymerasen stellen die wichtigsten Polymerasen 
dar. 

Verwendet werden konnen insbesondere DNA-Polymerasen m.t e.nem 
Temperaturoptimum bei oder urn 37X. Hierzu gehoren beispielsweise die DNA- 
Polymerase I aus E. coli, T7-DNA-Polymerase des Bakteriophagen T7 und d.e T4- 
DNA-Polymerase des Bakteriophagen T4, die jeweils von einer Vielzahl von 
Herstellern zB USB, Roche Molecular Biochemicals, Stratagene, NEB oder 
Quantum Biotechnologies, kommerziell vertrieben werden. Die DNA-Po.ymerase 1 
aus E coli (Holoenzym) besitzt eine 5'-3'-Polymerase-Aktivitat, erne 3'-5- 
Proofreading-Exonuclease-Aktivitat und eine 5'-3'-Exonuclease-Aktivitat. Das Enzym 
wird fur in-vitro-Labeling von DNA mittels der Nick-Translation-Methode eingesetzt 
(Rigby et al. (J. Mol. Biol. 113 (1977), 237-251)). Im Gegensatz zum Holoenzym 
besitzt das Klenow-Fragment der DNA-Polymerase I aus E. coli wie die T7-DNA- 
Polymerase und die T4-DNA-Polymerase keine 5'-Exonuclease-Aktivitat. Diese 
Enzyme werden daher fur sogenannte Auffullreaktionen oder fur die Synthese langer 
Strange eingesetzt (Young et al. (Biochemistry 31 (1992), 8675-8690), Lehman 
(Methods Enzymol. 29 (1974), 46-53)). Der 3'-5--exo(-)-Vahante des Klenow- 
Fragments der DNA-Polymerase I aus E. coli fehlt schlieaiich auch d,e 3- 
Exonuclease-Aktivitat. Dies Enzym wird oft fur die DNA-Sequenzierung nach Sanger 
eingesetzt (Sanger (Proc. Nat,. Acad. Sci. USA 74 (1977), 5463-5467)). Neben 
diesen Enzymen existieren noch eine Vielzahl weiterer 37'C-DNA-Polymerasen m,t 
unterschiedlichen Eigenschaften, die in dem erfindungsgemafien Verfahren 
eingesetzt werden konnen. 

Die am weitesten verbreitete, thermostabile DNA-Polymerase mit einem 
Temperaturoptimum bei 75°C und ausreichender Stabilitat bei 95X ist die Taq-DNA- 
Polymerase aus Thermus aquaticus, die kommerziell erhalt.ich ist. Die Taq-DNA- 



Polymerase ist eine hoch-prozessive 5'-3' DNA-Polymerase ohne 3'-5'-Exonuclease- 
Aktivitat. Sie wird oft fur Standard-PCRs, fur Sequenzier-Reaktionen sowie fur 
mutagene PCRs verwendet (Cadwell und Joyce (PCR Methods Appl. 3 (1994), 136- 
140, Arigoni und Kaminski (Methods Mol. Biol. 23 (1993), 109-114)). Ahnliche 
Eigenschaften weisen die Tth-DNA-Polymerase aus Thermus thermophilus HB8 und 
die Tfl-DNA-Polymerase aus Thermus flavus auf. Die Tth-DNA-Polymerase weist 
jedoch zusatzlich noch eine intrinsische Reverse-Transkriptase-(RT)-Aktivitat in 
Gegenwart von Mangan-lonen auf (Cusi et al. (Biotechniques 17 (1994), 1034- 
1036)). Unter den thermostabilen DNA-Polymerasen ohne 5'- jedoch mit 3'- 
Exonuclease-Aktivitat werden wiederum eine ganze Reihe kommerziell vertrieben: 
Pwo-DNA-Polymerase aus Pyrococcus woesei, Tlh Vent- bzw. DeepVent-DNA- 
Polymerase aus Thermococcus litoralis, Pfx- bzw. Pfu-DNA-Polymerase aus 
Pyrococcus furiosus, Tub-DNA-Polymerase aus Thermus ubiquitous, Tma- bzw. 
UlTma-DNA-Polymerase aus Thermotoga maritima (Newton und Graham, in: PCR, 
Spektrum Akad. Verlag Heidelberg (1994), 1)). Polymerasen ohne 3'-proofreading- 
Exonuclease-Aktivitat werden eingesetzt, urn moglichst fehlerfrei PCR-Produkte zu 
amplifizieren. Schliefilich sind mit dem Stoffel-Fragment der Taq-DNA-Polymerase, 
mit der Vent-(exo-)-DNA-Polymerase, sowie der Tsp-DNA-Polymerase thermostabile 
DNA-Polymerasen ohne 5'- und ohne 3'-exonucleolytischer Aktivitat verfugbar. 
Unter den RNA-abhangigen DNA-Polymerasen (Reverse Transkriptasen) gehoren 
die AMV-Reverse Transkriptase aus dem Avian Myeloblastosis Virus, die M-MuLV- 
Reverse Transkriptase aus Moloney Murine Leukemia Virus, und die HIV-Reverse 
Transkriptase aus dem Human Immunodeficiency Virus zu den gebrauchlichsten 
Enzymen, welche auch von diversen Anbietern wie z.B. NEB, Life Technologies, 
Quantum Biotechnologies kommerziell vertrieben werden. Die AMV-Reverse 
Transkriptase besitzt wie die HIV-Reverse Transkriptase eine assozierte RNase-H- 
Aktivitat. Diese ist bei der M-MuLV-Reverse Transkriptase deutlich reduziert. Sowohl 
der M-MuLV als auch der AMV-Reversen Transkriptase fehlt eine 3'-5'-Exonuclease- 
Aktivitat. 

Unter den DNA-abhangigen RNA-Polymerasen gehoren die RNA-Polymerase aus E. 
coli, die SP6-RNA-Polymerase aus Salmonella typhimurium LT2, infiziert mit dem 
Bakteriophagen SP6, die T3-RNA-Polymerase aus dem Bakteriophage T3, und die 
T7-RNA-Polymerase aus dem Bakteriophage T7 zu den gebrauchlichsten Enzymen. 




In einer bevorzugten Ausfuhrungsform des erfindungsgemafien Verfahrens sind die 
Matrizenstrange in Schritt (d) des Verfahrens DNA-Molekule, und es wird fur die 
template-gerichtete Einzelstrangsynthese eine DNA-abhangige DNA-Polymerase 

verwendet. 

In einer besonders bevorzugten Ausfuhrungsform wird dabei eine nicht-thermostabile 
DNA-Polymerase verwendet, besonders bevorzugt eine solche mit 5'- und 3'- 
exonucleolytischer Aktivitat, wie z.B. Polymerase I aus E. coli. 

Alternativ kann auch eine nicht-thermostabile DNA-Polymerase verwendet werden, 
die keine 5'-exonucleolytische Aktivitat, aber eine 3'-exonucleolytische Aktivitat 
besitzt, wie z.B. das Klenow-Fragment der DNA-Polymerase I aus E. coli, die T7- 
DNA-Polymerase aus dem Bakteriophagen 11 oder die T4-DNA-Polymerase aus 
dem Bakteriophagen T4. 

Ferner kann auch eine nicht-thermostabile DNA-Polymerase verwendet werden, die 
weder 5'- noch 3'-exonucleolytische Aktivitat aufweist, wie z.B. die 3'-5'-exo(-)- 
Variante des Klenow-Fragmentes der DNA-Polymerase I aus E. coli. 

In einer weiteren besonder bevorzugten Ausfuhrungsform wird eine thermostabile 
Polymerase (z.B. Taq-Pol, Pwo-Pol, etc.) eingesetzt. Diese kann dabei wiederum 5'- 
und S'-exonucleolytische Aktivitat aufweisen oder aber 5'-exonucleolytische Aktivitat, 
aber keine 3'-exonucleolytische Aktivitat wie z.B. die Taq-DNA-Polymerase aus 
Thermus aquaticus, die Tth-DNA-Polymerase aus Thermus thermophilis HB8 oder 
die Tfl-DNA-Polymerse aus Thermus flavus. 

Alternativ kann die thermostabile DNA-Polymerase keine 5'- aber 3'- 
exonucleolytische Aktivitat aufweisen, wie z.B. die Pwo-DNA-Polymerase aus 
Pyrococcus woesei, die VentR-DNA-Polymerase, die DeepVentR-DNA-Polymerase 
bzw. die Tli-DNA-Polymerase aus Thermococcus litoralis, die Pfu-DNA-Polymerase 
bzw. die Pfx-DNA-Polymerase aus Pyrococcus furiosus oder Tma-DNA-Polymerase 
bzw. UlTma-DNA-Polymerase aus Thermotoga maritima. 

Ferner kann eine thermostabile Polymerase verwendet werden, die weder 3 1 - noch 
5'-exonucleolytische Aktivitat aufweist, wie z.B. das Stoffel-Fragment der Taq-DNA- 
Polymerase aus Thermus aquaticus, die Tsp-DNA-Polymerse oder die exo(-)- 
Variante der VentR-DNA-Polymerase bzw. DeepVentR-DNA-Polymerase aus 
Thermococcus litoralis. 



1m Fall der Verwendung einer thermostabilen Polymerase schlie&t sich die 
Polymerasereaktion vorzugsweise direkt an den z.B. durch Temperaturerhohung 
gestoppten exonucleolytischen Abbau ohne zwischenzeitliche Aufreinigung oder 
weitere Probenbehandlung an. Weiterhin wird vorzugsweise die erneute Zugabe von 
Polymerase bei mehreren Zyklen nach jeder Ausfuhrungsrunde vermieden. Bei 
Verwendung einer Exonuclease, die bei Aufheizen auf eine Temperatur < 72 °C 
denaturiert, nach thermischem Aufschmelzen der Strange bei ca. 90 °C und 
erneutem Abkuhlen unter die Annealing-Temperatur jedoch renaturiert wird, 1st so 
eine Ausfuhrungsform moglich, die als Eintopf-Reaktion uber viele Zyklen ohne 
zwischenzeitliche Zugabe von Substanzen oder Probenmanipulation arbeitet. In einer 
weiteren bevorzugten Ausfuhrungsform wird Exonuclease relativ zur Polymerase im 
OberschuR, zugesetzt, wobei die Prozessivitat der Polymerase (Pol I, etc.) deutlich 
Y\6her ist als die Prozessivitat des exonucleolytischen Abbaus. 

In einer weiteren bevorzugten Ausfuhrungsform werden im Fall des Einfugens von 
Einzelstrangbruchen vor dem exonucleolytischen Abbau und der anschlieftenden 
template-gerichteten Einzelstrangsynthese die 3'-Enden der neu synthetisierten 
Abschnitte kovalent verknupft. Vorzugsweise erfolgt diese Verknupfung mittels einer 
Ligase, besonders bevorzugt mit der T4-DNA-Ligase aus dem Bakteriophagen T4. 

In einer anderen bevorzugten Ausfuhrungsform des erfindungsgemafien Verfahrens 
sind die Matrizenstrange in Schritt (d) des erfindungsgemafien Verfahrens, an denen 
die template-gerichtete Einstrangsynthese erfolgt, RNA-Molekiile. In diesem Fall wird 
fur die template-gerichtete Einzelstrangsynthese eine RNA-abhangige DNA- 
Polymerase verwendet, vorzugsweise AMV-Reverse Transkriptase aus dem Avian 
Myeloblastosis Virus, HIV-Reverse Transkriptase aus dem Human Immunodeficiency 
Virus, oder M-MuLV-Reverse Transkriptase aus dem Moloney Murine Leukemia 
Virus'. Ferner wird bevorzugt eine thermostabile Reverse Transkriptase verwendet, 
ganz besonders die Tth-DNA-Polymerase aus Thermus thermophilus mit 
intrinsischer Reverser-Transkriptase-Aktivitat. 

In einer weiteren bevorzugten Ausfuhrungsform besteht der Polynucleotidstrang, der 
gemafl Schritt (c) dem exonucleolytischen Einzelstrangabbau unterworfen ist und 
gemaft Schritt (d) der Einzelstrangsynthese unterliegt, aus RNA. 



Schliefllich wird in einer ganz besonders bevorzugten Ausfuhrungsform des 
erfindungsgema&en Verfahrens durch Kontrolle des partiellen, exonucleolytischen 
Einzelstrangabbaus gemafi Schritt (c) des Verfahrens die Regioselektivitat der 
Kombination zwischen partiell abgebauten und neu synthetisierten Strangen 
gesteuert. 

Die neusynthetisierten semikonservativen Einzelstrangpolynucleotide umfassen 
somit vom, je nachdem, 5'-Ende bis zum 3'-Ende oder vom 3'- bis zum 5'-Ende des 
exonucleolytischen Abbaus die ursprungliche Information sowie vom 5'-Ende bis zum 
3'-Ende oder vom 3- bis zum 5'-Ende der Neusynthese die Information des 
Gegenstrangs. Die Figuren 3 und 4 zeigen beispielhaft die moglichen 
Ausfuhrungsformen A und B in der zyklischen Anwendung (Variante mit 3- 
exonucleolytischem Abbau). Durch die Kontrolle der Lange des exonucleolytischen 
Einzelstrangabbaus (z.B. zeitlich gesteuerte Reaktion der exonucleolytischen 
Aktivitat) lassen sich in jedem Zyklus Neukombinationsereignisse regioselektiv, also 
bevorzugt in bestimmten Abschnitten der Polynucleotid-Sequenzen erzeugen. Durch 
die zyklische Anwendung dieses Verfahrens, beginnend mit der erneuten Herstellung 
von Heteroduplex-DNA aus den gemafi einem ersten Zyklus hergestellten 
semikonservativen Einzelstrangpolynucleotiden, lassen sich wiederholt 
Neukombinationen herstellen. Hierbei bietet die zyklische Anwendung der 
Ausfuhrungsform A (siehe Figur 3) sowohl regioselektive als auch ubiquitare 
Kombinationen von unterschiedlichen heterologen Sequenzbereichen mit einer 
definierten Rekombinationshauf.gkeit der Polynucleotide. Die zyklische Anwendung 
der Ausfuhrungsform B (siehe Figur 4) bietet die Moglichkeit der vollstandigen 
4* Neukombination der heterologen Sequenzbereiche einer Quasi-Spezies schon nach 
~ wenigen Zyklen. Hierbei ist zu betonen, dafl die Ausgangspopulation der 
Polynucleotidstrange nicht als Matrizen fur neusynthetisierte Polynucleotide dienen, 
sondern im Sinne eines semikonservativen Mechanismus miteinander neukombiniert 
werden. 

Die Anwendung des erfindungsgemalien Verfahrens Erfindung erlaubt somit die 
Zusammenfuhrung von zwei oder mehr verschiedenen heterologen 
Sequenzabschnitten, welche auf zwei unterschiedlichen Einzelstrang- 
polynucleotiden liegen, zu neuen semikonservativen Einzelstrang-Polynucleotiden. 
Durch die Anwendung dieses Verfahrens lassen sich semikonservative Einzelstrang- 



Polynucleotide mit gleichen als auch mit unterschiedlichen Verhaltnissen an 
konservativen und neuen Sequenzbereichen herstellen, abhangig von der 
kontrollierten Ausfuhrung des exonucleolytischen Abbaus. 

Die vorliegende Erfindung betrifft weiterhin ein Kit enthaltend Instruktionen zur 
Durchfuhrung des erfrndungsgemaden Verfahrens. In einer bevorzugten 
Ausfuhrungsform enthalt ein derartiger Kit noch mindestens eine der folgenden 
Komponenten: 

(i) Puffer zur Herstellung von doppelstrangigen Polynucleotidmolekulen; 

(ii) Agenz, das einen partiellen exonucleolytischen Abbau von doppelstrangigen 
Polynucleotidmolekulen erlaubt; 

(Hi) Puffer zur Durchfuhrung des partiellen exonucleolytischen Abbaus; 

(iv) Agenz, das die Matrizen-gesteuerte Polymerisierung eines 
Polynucleotidstrangs ausgehend von dem abgebauten Ende erlaubt; und 

(v) Puffer zur Durchfuhrung der in (v) genannten Polymerisierungsreaktion. 

Die Figuren zeigen: 

Figur 1 zeigt eine schematische Darstellung des erfindungsgematJen Verfahrens. 

Figur 2 zeigt die Wahrscheinlichkeit der Herstellung von semikonservativen 
Polynucleotiden aus Heteroduplices nach dem erfindungsgemafien 
Verfahren. 

Figur 3 zeigt das Phnzip des zyklischen Verfahrens der Ausfuhrungsform A des 
erfindungsgemaaen Verfahrens, wobei Template-Polynucleotide gegen 
den exonucleolytischen Abbau geschutzt sind. 

Figur 4 zeigt das Prinzip des zyklischen Verfahrens der Ausfuhrungsform B des 
erfindungsgemafien Verfahrens, bei dem nach jedem Zyklus 
Gegenstrange hergestellt werden. 



Figur5 zeigt das Prinzip des zyklischen Verfahrens der Ausfuhrungsform C des 
erfindungsgemafien Verfahrens, bei dem vor dem exonucleolytischen 
Abbau Einzelstrangbruche eingefugt werden. 



PATENTANSPRUCHE 



Verfahren zur Erzeugung von Polynucleotidmolekulen mit veranderten 
Eigenschaften, wobei mindestens ein Zyklus umfassend die folgenden Schritten 
durchlaufen wird: 

(a) Bereitstellung einer Population einzelstrangiger Polynucleotidmolekule, 
wobei die einzelnen Polynucleotide dieser Population sowohl homologe als 
auch heterologe Sequenzabschnitte besitzen, und in der Population auch 
jeweils zu diesen Einzelstrangen vollstandig oder teiiweise komplementare 

Strange enthalten sind; 

(b) Herstellung doppelstrangiger Polynucleotidmolekule aus der gemafi Schritt 
(a) bereitgestellten Population einzelstrangiger Polynucleotidmolekule, 
umfassend Doppelstrange mit unterschiedlichen heterologen Abschnitten; 

(c) partieller, exonucleolytischer Einzelstrangabbau der gemaft Schritt (b) 
hergestellten doppelstrangigen Polynucleotidmolekule; und 

(d) Template-gerichtete Einzelstrangsynthese ausgehend von abgebauten 
Enden des gemafi Schritt (c) hergestellten, partiell abgebauten 
Doppelstrangs, 

wobei die Schritte (c) und (d) nacheinander oder gleichzeitig ausgefuhrt werden 
konnen. 

Verfahren nach Anspruch 1, wobei mehr als ein Zyklus umfassend die Schritte 
(a) bis (d) durchlaufen wird. 

Verfahren nach Anspruch 2, wobei die Abbaulange des exonucleolytischen 
Abbaus gemafi Schritt (c) des erfindungsgemafien Verfahrens mit 
zunehmender Zykluszahl stetig verkurzt wird. 

Verfahren nach Anspruch 2 oder 3, wobei nach einem, mehreren oder alien 
Zyklen ein Selektionsschritt ausgefuhrt wird, und sich der Selektionsschritt 
entweder auf den Genotyp oder auf den Phanotyp oder sowohl auf den 
Genotyp als auch auf den Phanotyp des Polynucleotids bezieht. 



Verfahren nach Anspruch 4, wobei der Selektionsschritt in Form von 
amplifikationsgekoppelter Section, Selektion durch physikalische Separate 
Oder Selektion durch Screening erfolgt. 

Verfahren nach einem der Anspruche 1 bis 5, wobei die gem* Schrltt (a) 
bere,,ges«e„«e Population einzelstrSngiger Polynucleotidmo^kule 
Polynucleotidmolekule aus der Mutantenverteilung einer Quasispez.es s,nd. 

Verfahren nach einem der Anspruche 1 bis 6, wobei der einem 
exonucleolytischen Einzelstrangabbau und Einzelstrangsynthese unterworfene 
Polynucleotidstrang aus DNA besteht. 

Verfahren nach einem der Anspruche 1 bis 7, wobei der exonucleolytische 
Einzelstrangabbau der doppelstrangigen Polynucleotide gemaB Schntt (c) ,n 3- 
5'-Richtung erfolgt. 

Verfahren nach Anspruch 8, wobei in Schritt (o) fur den 3'-exonucleoly.ischen 
Einzelstrangabbau Exonuclease III aus E. coll verwendet w,rd. 

Verfahren nach Anspruch 8 Oder 9. wobei in Schrltt (c) fur den J- 
exonucleolytischen Einzelstrangabbau von ungepaarten Tellbereichen der 
Heteroduplices Exonuclease I aus E. coli verwendet wird. 

H Verfahren nach einem der Anspruche 1 bis 7, wobei der exonucleolytische 
Einzelstrangabbau der doppelstrangigen Polynucleotide gematt Schntt (c) in 5- 

3'-Richtung erfolgt. 

12 Verfahren nach Anspruch 11. wobei in Schntt (c) T7-Exonuc,ease Gen 6 aus 
' dem Bakteriophagen T7 far den 5'-exonucleo,ytischen Einzelstrangabbau der 

doppelstrangigen Polynucleotide verwendet wird. 

13 Verfahren nach Anspruch 11 Oder 12. wobe, in Schrit, (c, for dan J- 
' exonucleolytischen Einzelstrangabbau von ungepaarten Tellbereichen der 

Heteroduplices Exonuclease VII aus E. coli verwendet w,rd. 



3. 



10. 



14 Verfahren nach einem der Anspruche 1 bis 13, wobei eine der beiden Seiten 
des Polynucleotid-Doppelstrangs derart modifiziert wird, daft es vor dem 3'- 
oder 5'-exonucleolytischen Einzelstrangabbau gemafi Schritt (c) geschutzt ,st. 

15 Verfahren nach Anspruch 14, wobei die Modifikation durch selektives Einfugen 
von Thioestern erfolgt, oder durch Schneiden mit einem Restriktionsenzym, das 
einen 3'-0berhang erzeugt, oder durch Vorlegen eines der beiden Strange als 
zirkularer Einzelstrang, oder durch kovalente Verknupfung mit einem 
kompatiblen, zirkularen Polynucleotid-Molekul. 

16 Verfahren nach einem der Anspruche 1 bis 15, wobei vor dem 
exonucleolytischen Einzelstrangabbau gemafi Schritt (c) ein Einfugen von 
Einzelstrangbruchen in die doppelstrangigen Polynucleotidmolekule erfolgt. 

17. Verfahren nach Anspruch 16, wobei im Mittel ein oder weniger als ein 
Einzelstrangbruch pro doppelstrangigem Polynucleotidmolekul erfolgt. 

18 Verfahren nach Anspruch 16 oder 17, wobei Einzelstrangbruche in die 
doppelstrangigen Polynucleotidmolekule durch sequenzspezifische Nickmg- 
Enzyme eingefugt werden. 

19 Verfahren nach Anspruch 16 oder 17, wobei Einzelstrangbruche in die 
doppelstrangigen Polynucleotidmolekule durch sequenzunspezif.sche Nick.ng- 
Enzyme eingefugt werden. 

20 Verfahren nach einem der Anspruche 16 bis 19, wobei der exonucleolytische 
Einzelstrangabbau gemaB Schritt (c) sowohl in 5"-3'- als auch in S'-S'-Richtung 

erfolgt. 

21 Verfahren nach Anspruch 20, wobei fur den gleichzeitigen 5'- und 3- 
exonucleolytischen Einzelstrangabbau in Schritt (c) Bal31-Nuclease aus dem 
Kulturmedium von Alteromonas espejiana Bal31 verwendet wird. 



22. Verfahren nach einem der Anspruche 16 bis 19, wobei der exonucleolytische 
Einzelstrangabbau gemali Schritt (c) durch eine Polymerase mit 5'- 
exonucleolytischer Aktivitat erfolgt. 

23. Verfahren nach einem der Anspruche 7 bis 22, wobei die Matrizenstrange in 
Schritt (d) DNA-Molekule sind und fur die template-gerichtete 
Einzelstrangsynthese eine oder mehrere DNA-abhangige DNA-Polymerasen 
verwendet werden. 

24. Verfahren nach Anspruch 23, wobei Polymerase I aus E. coli verwendet wird 

25. Verfahren nach Anspruch 23, wobei eine oder mehrere thermostabile DNA- 
Polymerasen verwendet werden. 

26. Verfahren nach Anspruch 25, wobei Taq-DNA-Polymerase aus Thermus 
aquaticus, Tth-DNA-Polymerase aus Thermus thermophilus HB8, oder Tfl-DNA- 
Polymerase aus Thermus flavus verwendet wird. 

27. Verfahren nach einem der Anspruche 16 bis 26, wobei die 3 ! -Enden der neu 
synthetisierten Abschnitte mit den 5'-Enden der partiell exonucleolytisch 
abgebauten Abschnitte kovalent verknupft werden. 



28. 



Verfahren nach Anspruch 27, wobei die kovalente Verknupfung mittels T4-DNA- 
Ligase aus dem Bakteriophagen T4 erfolgt. 



29. Verfahren nach einem der Anspruche 7 bis 22, wobei die Matrizenstrange in 
Schritt (d) RNA-Molekiile sind, und fur die template-gerichtete 
Einzelstrangsynthese eine oder mehrere RNA-abhangige DNA-Polymerasen 
verwendet werden. 



30. 



Verfahren nach Anspruch 29, wobei AMV-Reverse Transkriptase aus dem 
Avian Myeloblastosis Virus, HIV-Reverse Transkriptase aus dem Human 
Immunodeficiency Virus, M-MuLV-Reverse Transkriptase aus dem Moloney 



Synthese durch die komplette Synthese von Polynucleotiden unter zumindest 
teilweisem Einsatz von Monomergemischen und/oder von Nucleotidanaloga, sowie 
durch eine Kombination dieser Verfahren erreicht werden. 

Neben diesen Verfahren zum Erzeugen punktueller Mutationen (in Form von 
Basenaustausch, -deletion und -insertion) stellt die Rekombination von 
Sequenzabschnitten in der Natur eine sehr erfolgreiche Strategie zur Kombmat.on 
von punktuellen Mutationen, aber auch von Domanen innerhalb eines Polymers, von 
Untereinheiten eines Heteromultimers, oder von Genvarianten innerhalb eines 
Genclusters oder eines Genoms dar. Insbesondere der homologen Rekombination, 
d h der Kombination sich entsprechender Sequenzabschnitte aus verschiedenen 
Varianten unter Beibehaltung von Orientierung und Leseraster kommt eine grofie 
Bedeutung zu, da der mit einer unspezifischen Rekombination verbundene 
Rauschhintergrund von Sequenzen ohne Zusammenhang mit dem zu selektierenden 
Phanotyp unterbunden werden kann. Im Sinne des Quasi-Spezies-Prinzips stellt die 
homologe Rekombination eine gezielte Ausweitung der Sequenzverteilung dar. 
Verschiedene verwandte Unterverteilungen einer Quasi-Spezies, die aufgrund der 
wichtenden Wertelandschaft entstehen, aber im relativen Verwandtschaftsgrad so 
gering sind, dali ein Zusammenfuhren entlang von Graten der Wertelandschaft ohne 
Neukombination sehr unwahrscheinlich ist, konnen durch homologe Neukombination 
der verschiedenen Unterverteilungen einer Quasi-Spezies im Sequenz- und 
Funktionsraum stark aufgeweitet werden. Hierdurch entsteht ein evolutives 
Verfahren, welches im Gegensatz zur seriellen Einfuhrung von Mutationen zu e.ner 
Vervielfachung der experimentellen Geschwindigkeit fuhrt. Weiterhin ermoglicht e.n 
technisch-kontrollierter Einsatz homologer Rekombination prinzipiell auch das 
Verschmelzen von Quasi-Spezies-Verteilungen, die unter unterschiedlichem 
Selektionsdruck generiert wurden, und damit das Zusammenfuhren getrennt 
selektierter, molekularer Funktionen. 

Experimentell lalit sich Rekombination unterschiedlich realisieren: Einerseits in-vitro 
unter Verwendung einzelner Enzymfunktionen oder def.nierter Mischungen bzw. 
Abfolgen enzymatischer Prozessierungsschritte, andererseits in-vivo unter 
Verwendung zellularer Rekombinations- und/oder Reparaturprozesse. 
Fur /n-w'fro-Verfahren werden technisch bislang vorwiegend PCR-basierende 
Verfahren eingesetzt. Zunachst ist hier das DNA-Shuffling, auch als sexual PCR 
bezeichnet, zu nennen (WO 95/22625; Stemmer, Nature 370 (1994), 389). Hierbe, 



warden beiiebige aber uberiappende Gen,ragmen,e vorgeieg, und anschi.e.end 
durch eine PGR oboe Primer-Zugabe wieder zu Proven der Ong.naiiange 
au.gebau, Durch gegenseHiges Primen der Fragmen.e kOnnen so be, iedem PGR- 
Zyls Fragment un.erschiedlichen Ursprungs zufaliig zu einem 
homCog verbunden werden. Durcb Eins,e„en der Fragmen.lSnge ermogi.ch, das 

. • ■ „ „i„ Einarenzen der Haufigkeit von 
DNA-Shuffling pnnzip.ell em Eingrenzen 

Rekombinatobsereignissen. EbenfaHs PCR-basierend is, d,e Memo de PGR 
using ran*™ pn-rs (WO 98,42728; Sbao et a,. . Nod. Acids Re, 26 (1998 . 8 
,„ diesem Verfahren werden Primer mi, randomizers Sequenzen verwend ,, d» 
ein S.arfen der Po,ymerisa,ion an zu«,,igen S.eiien innerhaib eines ™V"~ 
erm6g,ichen. So en,s,eben ahniich dem DN^umng kurze Poynucieo^ 
F ragmen,e, die durcb gegensei.iges Primen mi,einander rekombinieren konnen E n 
S.euern der RekombinaUonsbauf.gkei, is, mi, dieser Me,hode kaum moglch. 
AuKerdem fuhren die unspezifischen Primer zu einer vergieichsweise hohen 
inhSren.en Febierra.e, die bei sensibien Sec,uenzabschni«en und/oder iange Genen 
pr ob,ema,iscb werden kann. A„erna,iv zu diesen Me,boden verwende, ^ ^ ^ 
ax****, process (WO 98/42728; Zbao e, a,., Ha,. BiCechno, 16 (1998 , 258) e, 
modifiziertes PCR-Pro,oko„ urn einen S,rangaus,auscb wahrend der PCR- 
A mp,if,ka,ion zu provozieren. Durch Verwendung sebr kurzer Pbasen be, de 
p 0 ,ymerisa,ions t empera,ur zwischen den Aufschmeiz- und Anneaiingphasen konnen 
unvolis,andig gebilde.e Produkte mi, neuen Matrizen hybridisieren und we„er 
"ger, werden. Das Eins.eiien der Rekombina.ionshSuflgkei, kann durch Vorgabe 
de r P o, y merisa,ionszei, und der Zykiusanzah, erfoigen. Tecbniscb '^-nd 
das exakle Eins,e,ien sebr kurzer Pbasen einer bes t imm,en Tempera,ur. A„erna„v 
zu diesen PCR-basierenden Verfahren is, ein Verfahren beschrieben, das aus e.ner 
Population von Poiynucieo.idseguenzen mi, Mu,a,ionen He.erodupiices erzeug,, 
Jche dann in-.ivo durcb EinfOgen in Zeiien Oder in-w/ro durch ,nkuba,ion m„ e.nem 
Zeiiextrak, einer s,a,is,iscben Repara,ur un.e^orfen werden, 
reia,iver Hauf.gkei, der Varianten in der Ausgangspo P ula,ion zu e.nem gew,ssen 
An,ei, rekombinierte Moieku,varian,en en,s,eben (WO 99/29902). Charak,er,s„scb fur 
dieses Verfahren is, die Verwendung von zeiiuiaren Repara,ursys,emen, ,e 
spezifiscb ungepaarte Basen erkennen und s,a,is,isch einen der beiden S range m 
Doppe,s,rang reparieren. Die Umi,a,ion dieses Verfabrens iieg, einerse,^ ,n de 
begrenz,en Efflzienz, Polynucleotide in Zeiien einzubringen und ,n der febienden 



Murine Leukemia Virus, Oder T.h-DNA-Poiymerase aus Thermus thermophiius 
mil intrinsischer Reverser Transkriptase-Aktivitat verwende. w.rd. 

31 verfahren nacb einem der Anspruche 1 bis 6, wobei der einem 
exonucieoiytischen Einzeistrangabbau und Einzels.rangsyn.hese unterworfene 
Polynucleotidstrang aus RNA besteht. 

•• ^ -\ hie ^1 wobei durch Kontrolle des 

32. Verfahren naoh einem der Anspruche 1 b,s 31. wobe, d 

partieiien. exonucieoiytischen Einzelstrangabbaus gema* S hntt c> d 
Reg.oseiek.ivUa, der Kombina.ion zwischen partiel, abgebau.en und neu 
synthetisierten Strangen gesteuert wird. 

linH in^tniktionen zur Durchfuhrung des 

33. Kit enthaltend Komponenten und Instruktionen 

Verfahrens nach einem der Anspruche 1 bis 32. 



Zusammenfassung 



Es wird ein Verfahren beschrieben zur Erzeugung von Biopolymeren mit veranderter, 
Eigenschaften, sowie ein Kit enthaltend Instruktionen zur Durchfuhrung ernes 

solchen Verfahrens. 
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